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“‘Nao basta ensinar ao homem uma especialidade. Porque se tornara assim uma
maquina utilizavel, mas ndo uma personalidade. E necessario que se adquira um senso
pratico daquilo que vale a pena ser empreendido, daquilo que é belo, do que é
moralmente correto. A ndo ser assim, ele se assemelhara, com seus conhecimentos
profissionais, mais a um cdo ensinado do que a uma criatura harmoniosamente
desenvolvida. Deve aprender a compreender as motivagbes dos homens, suas
quimeras e suas angustias para determinar com exatidao seu lugar exato em relagao a
seus proximos e a comunidade. Os excessos do sistema de competicdo e de
especializacdo prematura, sob o falacioso pretexto da eficacia, assassinam o espirito,
impossibilitam qualquer vida cultural e chegam a suprimir os progressos nas ciéncias do
futuro. E preciso, enfim, tendo em vista a realizacdo de uma educagdo perfeita,
desenvolver o espirito critico na inteligéncia do jovem.”

“Tempo dificil esse em que estamos, onde é mais facil quebrar um atomo do que
um preconceito.”

Albert Einstein (fisico alemao, 1879-1955)
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RESUMO

Potencial antioxidante e composicao fendlica de infusées de ervas consumidas

no Brasil

Os chas destacam-se como a segunda bebida mais consumida no mundo. Além
disso, seu consumo tem se modernizado, adequando-se aos anseios dos
consumidores. S3o uma boa fonte de compostos com atividade antioxidante, os quais
podem trazer beneficios a saude humana pelo retardamento do processo de
envelhecimento, assim como pela prevencado de doengas crdnicas, tais como o cancer
e doencas cardiovasculares. Infusdes de ervas processadas e frescas foram estudadas
quanto a teor de compostos fendlicos totais, perfil de flavondides e atividade
antioxidante. Os teores de compostos fendlicos totais, determinados pelo método de
Folin—Ciocalteu, variaram de zero a 46,46 mg/g. Os flavonodides miricetina, quercetina e
campferol foram identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) nos chas preto, verde e de camomila. A atividade antioxidante foi avaliada pelo
método do sequestro do radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e pelo sistema
modelo B-caroteno/acido linoléico (BCAL), usando hidroxitolueno butilado (BHT) e a-
tocoferol como padrbes. As maiores atividades encontradas pelo sistema modelo BCAL
foram para as infusdes de cha preto, mate, capim-limao, camomila e funcho, enquanto
as infusdes de ervas frescas apresentaram as menores atividades. Entretanto, quando
a atividade antioxidante foi avaliada pelo método do DPPH, as infusdes de ervas
frescas de menta e funcho foram as que apresentaram as maiores atividades. Os chas
processados que apresentaram os menores valores de I1Cs, foram verde e preto (147,63
pMg/mL e 288,60 ug/mL, respectivamente). Os resultados obtidos demonstraram que as

infusdes analisadas sao boas fontes de compostos com atividade antioxidante.

Palavras-chave: Infusbes de ervas, Cha, Fenodlicos, Flavondides, DPPH, Sistema

modelo B-caroteno/acido linoleico
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ABSTRACT

Antioxidant activity and phenolic composition of herbal infusions consumed in

Brazil

Teas are the second most consumed beverage in the world. Besides this, their
consumption has been modernized to suit the consumers’ desires. They are a good
source of compounds presenting antioxidant activity, which can bring benefits to human
health by retarding the process of aging, as well as by preventing chronic diseases, such
as cancer and cardiovascular diseases. Processed teas and herbal infusions were
studied for their total polyphenol content, flavonoid profile, and antioxidant activity. Total
phenolics, determined by Folin—Ciocalteu procedure, ranged from zero to 46.46 mg/g.
Flavonoids myricetin, quercetin, and kaempferol were identified and quantified by High
Efficiency Liquid Chromatography (HPLC) in black, green, and chamomile tea.
Antioxidant activity was evaluated using 2,2 Diphenyl-1-picryl-hydrazyl method (DPPH)
and B-carotene bleaching test (BCB), with butylated hydroxytoluene (BHT) and o-
tocopherol as reference substances. The highest activities using BCB were found for
infusions of black tea, maté, lemongrass, chamomile, and fennel, whereas fresh herbal
infusions presented the lowest activities. However, when the antioxidant activity was
evaluated by DPPH, fresh herbal infusions of mint and fennel presented the highest
activities. Processed teas with the lowest IC5, values were green and black (147.63
pg/mL and 288.60 pg/mL, respectively). The results obtained demonstrate that the

infusions analyzed are good sources of compounds presenting antioxidant activity.

Keywords: Herbal infusions; Tea; Phenolics; Flavonoids; DPPH; [B-carotene bleaching
test
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1 INTRODUGAO

Vegetais e seus derivados, dentre os quais chas ou infusdes de ervas, tém sido
objeto de estudos in vitro para se avaliar o teor de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante (ATOUI; MANSOURI; BOSKOU; KEFALAS, 2005; KULISIC; RADONIC;
KATALINIC; MILOS, 2004; MOURE; CRUZ; FRANCO; DOMINGUEZ; SINEIRO;
DOMINGUEZ; NUNEZ; PARAJO, 2001). A importancia destes estudos é justificada pelo
fato de que alimentos que contém compostos fendlicos normalmente apresentam alta
atividade antioxidante, o que significa que podem ter efeitos positivos tanto na
conservagao da qualidade de alimentos, quanto na preservagao da saude humana
quando presentes regularmente na dieta (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004).
Estudos tém demonstrado que compostos fendlicos com atividade antioxidante podem
retardar o envelhecimento, assim como prevenir doengas relacionadas, tais como
cancer, doencas cardiovasculares e disfungcbes cerebrais e outros males (AMES;
SHIGENAGA; HAGEN, 1993; LEE; KOO; MIN, 2004; CALABRESE; GUAGLIANO;
SAPIENZA; PANEBIANCO; CALAFATO; PULEO; PENNISI; MANCUSO;
BUTTERFIELD; STELLA, 2007). Pela dificuldade de se avaliar a atividade antioxidante
dos alimentos sobre a fisiologia e a saude humana, torna-se necessaria a identificagao
de indicadores correlacionados com esta propriedade biolégica in vivo. Um dos
indicadores é a quantificacado e a identificagcdo da composigao fendlica, enquanto que o
outro € a determinacgao da atividade sequestrante de radicais livres, relacionada com o
potencial redutor e o efeito do solvente sobre a eficiéncia do antioxidante (BECKER,;

NISSEN; SKIBSTED, 2004).
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Varios trabalhos tém sido realizados com espécies utilizadas na obtencao de
infusbes de ervas para a caracterizagdo de compostos fendlicos e flavondides, bem
como a determinacdo da atividade antioxidante. Entretanto, varias destas espécies
também sao utilizadas como condimentos, e neste caso, a busca por antioxidantes é
realizada para conservagao de alimentos e ndo para a avaliacdo de seus efeitos sobre
a saude. Independentemente do objetivo, varios destes estudos tém utilizado diferentes
solventes na extracdo destes compostos e, como consequéncia pouco se sabe ainda
sobre o potencial antioxidante de infusbes sobre a saude humana (TRIANTAPHYLLOU;
BLEKAS; BOSKOU, 2001; ATOUI; MANSOURI; BOSKOU; KEFALAS, 2005;
KATALINIC; MILOS; KULISIC; JUKIC, 2006).

O cha é considerado a segunda bebida mais consumida no mundo, com
consumo inferior somente ao da agua (WEISBURGER, 1997). As infusbes mais
consumidas no mundo sao aquelas obtidas da espécie Camellia sinensis (cha verde e
preto), no entanto no Brasil e paises do Cone Sul as infusdes de maior importancia sao
aquelas obtidas de mate e as chamadas infusdes de ervas frescas, com destaque para
a camomila, erva-cidreira, erva-doce e hortela (BRASIL, 2006).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a composic¢ao fendlica e a atividade
antioxidante, em termos da capacidade de sequestro de radicais livres e de inibicdo da
oxidagdo do sistema modelo B-caroteno/acido linoleico, de infusbes de alguns dos
principais chas consumidos pela populacdo brasileira, bem como dos chas preto e

verde.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao bibliografica

2.1.1 Oxidagao biolégica e formacgao de espécies reativas de oxigénio

Para obtengdo de energia a maioria dos organismos vivos dispde de um
processo aerobico, a respiragdo. Este processo possibilita o aproveitamento maximo
das moléculas alimentares energéticas, porque utiliza uma sequéncia crescente em
eletronegatividade ou poder oxidante, sendo o oxigénio o aceptor final de elétrons. A
respiracao ocorre por meio de sistemas enzimaticos que se encontram aderidos as
membranas internas da mitocondria, organela citoplasmatica que apresenta como uma
de suas principais caracteristicas morfologicas dobramentos internos denominados de
cristas. Estas cristas tém por objetivo ampliar a superficie das membranas internas,
aumentando assim, a area de adesdo do sistema enzimatico (desidrogenase =
flavoproteinas = citocromo b = citocromo ¢ = citocromo oxidase), denominado cadeia
respiratoria ou cadeia de transporte de elétrons (SIGNORINI; SIGNORINI, 1993).

A sequéncia oxidativa da respiragdo encontra-se ilustrada na figura 1 (AMES;
SHIGENAGA; HAGEN, 1993, FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Pode-se notar que a
cadeia respiratéria produz como intermediarios o anion superdxido (O27), o radical
hidroperoxila (HOO"), o peréxido de hidrogénio (H»O;) e o radical hidroxila (OH),
compostos que podem se tornar subprodutos. Apesar da extrema eficiéncia do
processo respiratorio, aproximadamente 2% de produtos secundarios em relagdo aos
produtos finais sdo gerados. Estes subprodutos apresentam reatividade quimica
superior a do oxigénio molecular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; WILHELM FILHO;
SILVA; BOVERIS, 2001).
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Figura 1 - Redugéo tetravalente do O, a agua, com a entrada de quatro elétrons e quatro H" para cada
molécula de oxigénio, e geragdo dos intermediarios (1) anion superoxido, (2) radical
hidroperoxila, (3) peroxido de hidrogénio e (4) radical hidroxila.

Fonte: Ferreira e Matsubara (1997)

O anion superoxido (O27), o radical hidroperoxila (HOO), o peroxido de
hidrogénio (H20O,) e o radical hidroxila (OH’), além de compostos que nao fazem parte
da cadeia respiratoria, como o oxigénio singlete ('O2) e o radical peroxil (ROO),
recebem de forma mais adequada, a denominagdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). O termo radical livre, geralmente utilizado, designa um atomo ou grupo de
atomos com um elétron desemparelhado, ou seja, com um elétron impar em sua O6rbita
mais externa. Portanto, entre as espécies derivadas do oxigénio molecular, somente o
anion superoxido, o radical hidroperoxila e o radical hidroxila podem ser realmente
considerados radicais livres, e sao representados pela adicdo de um ponto como indice
de reatividade. O anion superoxido recebe ainda um traco, representando o seu niumero

de oxidacdo negativo. As ERO sao, portanto, compostos altamente reativos que,
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buscando adquirir estabilidade, durante sua breve existéncia, reagem com a matéria
circundante, causando danos as estruturas celulares (WILHELM FILHO; SILVA;
BOVERIS, 2001). Isto demonstra que a respiragéo aerdbica é uma das principais fontes
enddgenas de produgao de oxidantes que podem provocar danos aos organismos Vivos
(AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993).

Cada um dos atomos da molécula de oxigénio O, (oxigénio triplete), apesar de
possuir em sua camada externa elétrons ndo emparelhados (nos orbitais 11*), possui em
seus orbitais externos spins com o mesmo sentido de rotagdo, o que garante a
molécula certa estabilidade. Portanto, o oxigénio molecular ndo se caracteriza como um
radical livre. Com a entrada de energia na molécula, os spins dos dois elétrons
desemparelhados tomam sentidos opostos, num mesmo orbital, originando o oxigénio
singlete ('O,), uma espécie reativa de oxigénio (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os metais podem ter impacto na formagao de espécies reativas de oxigénio. O
ferro por sua abundancia nos organismos vivos destaca-se como o principal agente,
embora o cobre também possa ser um agente na reagdo de Haber-Weiss. A acéo dos
metais € demonstrada em dois tipos de reagdes: reacao de Fenton e reacdo de Haber-
Weiss.

Na reacdo de Fenton, o Fe'? reage com oxigénio formando o Fe™ e o anion
superoéxido. O anion superoxido reage com ions hidrogénio, resultando em peroxido de

hidrogénio que reage novamente com o Fe*?, formando o radical hidroxila.

Mn-1 + 02 - Mn + 02.-
20, + 2H" — O, + H,0,
M™! + H,O,— M" + OH + OH'

Na reacédo de Haber-Weiss, o Fe™ e anion superéxido se regeneram, formando
Fe? e o 0,. O Fe™ resultante reage com o peréxido de hidrogénio e forma o radical
hidroxila. O peréxido de hidrogénio pode ainda reagir com o anion superoxido,
formando elementos mais estaveis como o oxigénio triplete e hidroxilas (KANNER,
1994; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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M" +0;7 —> M" + 0,
M™! + H,0, —» M" + OH + OH'
0O," +H,O; —» O, + OH + OH"

2.1.2 Danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO)

A producdo de ERO pode ser incrementada por fatores genéticos, genético-
ambientais ou simplesmente ambientais. Entre os fatores ambientais encontram-se os
exodgenos tais como o fumo, a poluicdo atmosférica, medicamentos, o tipo de dieta,
contaminantes alimentares, o excesso de cobre e/ou ferro ou de acidos graxos
poliinsaturados na dieta, a radiagao ionizante e ndo-ionizante. Nos endégenos podemos
destacar a producdo de catecolaminas (sob estresse agudo ou crbnico), de
eicosanodides (processos inflamatérios) e a ativagcdo da enzima xantina-oxidase
(processo isquemia-reperfusdo). Quanto a mitocdndria, além dos radicais livres
danificarem as membranas, estes ainda podem comprometer seu material genético e a
autoduplicagao, pois esta organela possui DNA préprio.

Signorini e Signorini (1993) classificaram os danos que as ERO podem causar
aos organismos vivos em 5 categorias: (1) citoxicidade ou morte celular; (2)
mutagénese, devido a danos aos acidos nucléicos ou a suas enzimas ativadoras; (3)
estresse mecanico endotelial que propicia condigdes para a aterosclerose; (4)
inativagdo de antiproteases e (5) desagregacéo de polissacarideos no tecido conjuntivo,
que gera processos degenerativos na cartilagem articular. Estes danos podem levar ao
envelhecimento acelerado, cancer, doencgas cardiovasculares, artrite, problemas de
degeneracdao do sistema nervoso e diversos outros males (AMES; SHIGENAGA;
HAGEN, 1993; LEE; KOO; MIN, 2004; CALABRESE; GUAGLIANO; SAPIENZA;
PANEBIANCO; CALAFATO; PULEO; PENNISI; MANCUSO; BUTTERFIELD; STELLA,
2007).
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Um dos principais riscos das ERO aos organismos vivos € sua citotoxicidade,
caracterizada como resultado da oxidacao lipidica das membranas celulares. O dano as
membranas celulares modifica o controle que estas exercem sobre a permeabilidade
celular, desorganizando a fisiologia celular. E importante ressaltar que o mecanismo de
oxidacao lipidica é valido nao somente para lipidios das membranas, mas também para
lipidios da dieta. Este tipo de oxidacdo acontece em 3 fases: indugao, propagacao e
terminacdo e as reagdes que acontecem ao longo destas fases sdo chamadas reagdes
em cadeia. O processo de extrair protons H* de ligagdes insaturadas de outros acidos
graxos, caracteriza a lipoperoxidagdo em cadeia (LEE; KOO; MIN, 2004; CHOE; MIN,
2006).

Farmer (1942) demonstou cada uma destas etapas da oxidacéo lipidica. Ela se
inicia pela extragdo de um proton H* de uma dupla ligagdo de uma cadeia alquilica,
acido graxo insaturado, por um agente iniciador (luz visivel, irradiagdo, radiagcao

ultravioleta, temperaturas elevadas e metais com mais de um estado de valéncia).
LH (acido graxo insaturado) —» L +H

Na fase de propagacdo, uma molécula de O, reage com o radical alquilico L
originando o radical peroxido LOO . O radical peroxido reage com o hidrogénio de outra

ligagdo insaturada, originando um hidroperéxido (LOOH) mais um radical alquilico L.

L+0, — LOO
LOO +LH —* LOOH+ L

Os metais de transicao podem exercer forte influéncia no processo, catalisando a
formagdo de radicais lipidicos alcoxido (LO) ou peroxido (LOO7), a partir dos
hidroperoxidos, além de mais radicais OH (SIGNORINI; SIGNORINI, 1993).

LOOH+M" —— LO (alcoxido) + OH + M
LOOH + M™) —» OO (peréxido) + H  + M "
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Qualquer um dos radicais formados podera reagir com outro acido graxo
insaturado, retirando-lhe um préton e formando assim um novo radical alquilico que da

continuidade a reagao em cadeia.

Na fase de terminacdo acontece uma desaceleracao da lipoperoxidacdo em

cadeia, pois os radicais tendem a formar complexos.

L+L — L-L (polimeros)
LOO + L — LOOL (peroxidos alquilicos)
LOO + LOO" ——> LOOL +0; (peroxidos alquilicos)

2.1.3 Antioxidantes

Nos seres humanos existe um balango homeostatico em que mecanismos
bioquimicos especiais, tanto enddégenos quanto exdgenos, sao suficientes para
neutralizar espécies reativas de oxigénio (TRIPATHI; MOHAN; KAMAT, 2007). No
entanto, em alguns casos estes mecanismos podem se tornar ineficientes ou a
producao destas espécies instaveis pode se tornar aumentada por fatores genéticos,
genético-ambientais ou simplesmente ambientais.

Os mecanismos bioquimicos de inativacdo das espécies reativas de oxigénio
(ERO) podem ser enddgenos, como o sistema enzimatico formado pela superéxido-
dismutase (SOD), glutationa-peroxidase e catalase, ou exdégenos, que sdo compostos
provenientes exclusivamente da dieta ou de suplementacdo, denominados
antioxidantes, como vitaminas, minerais e outras substancias, dentre as quais os
compostos fendlicos.

No sistema enzimatico, a superdxido-dismutase inativa o anion superdxido, a
glutationa-peroxidase inativa os peroxidos lipidicos e de hidrogénio e a catalase inativa
o peroxido de hidrogénio. No entanto, estes mecanismos de defesa contra as ERO no

organismo humano podem ser insuficientes e os danos causados podem se tornar
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cumulativos e resultar em estresse oxidativo debilitante. Por isso, torna-se essencial
acrescentar a dieta alimentos que ampliem a sua capacidade de inativar estas espécies
instaveis (AMES; SHIGENAGA; HAGEN,1993; LEE; KOO; MIN, 2004).

Antioxidante € qualquer substdncia que, presente em baixa concentragao
comparada a do substrato oxidavel, reduz significativamente ou previne a oxidagao
destas substancias (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004).

Os alimentos de origem vegetal das mais variadas espécies sao fontes de
diversos compostos que apresentam atividade antioxidante natural (MOURE; CRUZ;
FRANCO; DOMINGUEZ; SINEIRO; DOMINGUEZ; NUNEZ; PARAJO, 2001). Diversos
estudos tém demonstrado a importancia do consumo de alimentos que contenham
substancias com atividade antioxidante para a prevencdo de doengas crdnicas, tais
como doengas cardiovasculares, cancer e desordens cerebrais degenerativas
relacionadas ao envelhecimento (CHU; CHANG; HSU, 2000; LUXIMON-RAMMA;
BAHORUN; CROZIER, 2003; LIYANA-PATHIRANA; SHAHIDI, 2006).

Um dos principais grupos de antioxidantes encontrados nas plantas sao os
compostos fendlicos, com destaque para a classe dos flavondides. Os flavondides,
além da atividade antioxidante, também demonstram outras atividades bioldgicas
importantes, tais como atividades antiinflamatéria, antialérgica, antimicrobiana,
anticarcinogénica e efeitos imunoestimulantes (NIJVELDT; VAN NOOD; VAN HOORN;
BOELENS; VAN NORREN; VAN LEEUWEN, 2001). A atividade antioxidante dos
compostos fendlicos é devida principalmente as suas propriedades redox, que permitem
que eles ajam como agentes redutores ou doadores de hidrogénio. Além disso, eles
também apresentam um potencial quelante de metais (WILLIAMS; SPENCER; RICE-
EVANS, 2004; ATOUI; MANSOURI; BOSKOU; KEFALAS, 2005).

2.1.4 Compostos fendlicos
Os compostos fendlicos possuem no minimo um anel aromatico em sua

estrutura, com uma ou mais hidroxilas como grupos funcionais. Estes grupos podem ser

substituidos por ésteres, ésteres metilicos e glicosideos. Sdo amplamente distribuidos
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em plantas, como produtos do metabolismo secundario, e sdo sintetizados por duas
rotas distintas: rota do chiquimato, do qual se originam os fenilpropandides e a rota do
acetato que produz fendlicos simples. Destas rotas originam-se os flavondides e seus

derivados (Figura 2).

acido dehidrochiguimico ——— acido galico
acido chiguimico
fenilalanina

dcido cindmico

4

acido hidroxicinamico —— cumarina

|

hidroxicinamail Cok

e —p acido benzdico
p-cumaroil Coa

| malonil CoA a—— acetil Col

:

flavondide (calcona —& flavanona —e outras subclasses)

Figura 2 - Rotas metabdlicas secundarias do chiquimato e do acetato, utilizadas na sintese de compostos
fendlicos.

Fonte: Escarpa e Gonzales (2001).

Os compostos fendlicos possuem estruturas quimicas heterogéneas, e séo
encontrados nas formas livres ou conjugadas. Podem ainda ligar-se a grande variedade
de substancias naturais, principalmente monossacarideos como a glicose, galactose,
xilose e ramnose por meio de ligagdes glicosidicas, aumentando assim ainda mais a
sua variedade quimica (PICCIN, 2004).
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2.1.4.1 Classificacao dos compostos fendlicos

Uma das formas de se classificar os compostos fendlicos é quanto a sua cadeia
carbbnica principal. Segundo esta classificacdo existem 4 classes principais: acidos
hidroxibenzéicos, acidos hidroxicindmicos, cumarinas e flavondides, das quais derivam
outras subclasses (ESCARPA; GONZALES, 2001; MACHEIX; FLEURIET; BILLOT,
1990).

Acidos hidroxibenzéicos

Apresentam uma estrutura basica C6-C1. Caracterizam-se pela hidroxilagdo do
carbono 4 do acido benzdico (neste acido R1 e R2 sado substituidos por H). Sdo os
compostos fendlicos de estruturas mais simples e os mais representativos em termos
de ocorréncia e variedade. Desempenham fun¢des bioldgicas vitais para as plantas, tais
como germinacao de sementes e crescimento. O acido hidroxibenzbico mais comum &

0 acido galico (caracteriza-se pela substituicao de R1 e R2 por hidroxilas) (Figura 3).

COOH

OH

Figura 3 - Estrutura quimica béasica de um acido hidroxibenzéico.

Acidos hidroxicinamicos

Apresentam uma estrutura basica C6-C3 e por isso sdo também conhecidos

como fenilpropandides (Figura 4). Caracterizam-se pela hidroxilagdo do carbono 4 do
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acido cinamico (neste acido R1 e R2 s&o substituidos por H). Os mais representativos
sdo os acidos p-cumarico (caracterizam-se pela substituicdo de R1 e R2 por H), caféico
(substituicao de R1 por OH e R2 por H), ferulico (substituicdo de R1 por OCH3; e R2 por
H) e sinapico (substituicdo de R1 e R2 por OCHj). As fungdes bioldgicas vitais
associadas a esta classe de compostos sao: inibicdo da germinacdo e do crescimento
de plantas, bem como atividades antibidticas.

COOH

<

Rl R2
OH

Figura 4 - Estrutura quimica béasica de um acido hidroxicindmico.

Cumarinas

Apesar de algumas cumarinas estarem presentes nos vegetais em sua forma
glicosidica, a maioria delas existe na forma livre. As cumarinas estdo amplamente
distribuidas no reino vegetal, mas sdo especialmente abundantes em reduzido numero
de familias, especialmente Apiaceae e Rutaceae (MACHEIX; FLEURIET; BILLOT, 1990;
MADARI; JACOBS, 2004). Sdo exemplos, a cumarina em que a estrutura da figura 5

contém o R substituido por H e as umbeliferonas com OH no lugar de R.

/@(1
R O O

Figura 5 - Estrutura quimica basica de uma cumarina.
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Flavonodides

Os flavondides sdo substancias caracterizadas por apresentarem 3 anéis
fundidos como unidade estrutural basica. Estes anéis estdo associados as letras A, B e
C, os quais recebem a numeragcdo no sentido horario a partir do heteroatomo do
oxigénio do anel C (Figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12). O anel B apresenta o mesmo
sentido de contagem, diferenciando-se apenas pela atribuicdo de um apdstrofo a cada
numero. Os flavondides sdo os compostos fendlicos mais comumente encontrados no
reino vegetal e podem ainda ser subdivididos nas seguintes subclasses: a. flavanol
(flavan-3-ol), b. antocianidina, c. flavanona, d. flavanonol (diidroflavonol), e. flavonas, f.
isoflavonona e g. flavonol, todas derivadas das chalconas. Esta subdivisdo esta
relacionada as diferencas encontradas no anel C. Este anel pode diferenciar-se tanto
pela presenca de insaturagcdes e suas posi¢cdes, quanto pela presenca de carbonila no

carbono 4 e tipo de elemento ligado ao carbono 3 (hidroxila, hidrogénio ou fenil).

a. flavanol (flavan-3-ol)

Séo os flavondides mais encontrados na natureza. A associagao dimérica entre
(-)epicatequinas e (+)catequinas da origem as procianinas. As substancias poliméricas
formadas por estes monbmeros sao denominadas taninos condensados ou
proantocianidinas. Diferente da maioria dos flavonodides, estes ndo se apresentam na
forma glicosilada. Sdo caracterizados pela ligagdo saturada entre os carbonos 2 e 3,
pela auséncia de carbonila no carbono 4 e pela hidroxila ligada ao carbono 3 (Figura 6).
Destacam-se as catequinas e seus derivados epicatequina, galocatequina e

epigalocatequina.
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1
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Figura 6 - Estrutura quimica basica de um flavanol.

Fonte: Peluso (2006)

b. antocianidina

Sao os flavondides que conferem cor a muitas espécies de frutas. Antocianinas
sdao as formas glicosiladas de antocianidinas. Devido a sua propriedade de
pigmentacdo, sdo utilizadas na industria de alimentos como aditivos para sucos e
geléias. Caracterizam-se pela ligacdo saturada entre carbonos 2 e 3 e pelas
insaturagdes entre o heteroatomo de oxigénio e o carbono 2 e entre os carbonos 3 e 4;
pela auséncia de carbonila no carbono 4, pela hidroxila ligada ao carbono 3 e
principalmente pela protonizagdo do heteroatomo de oxigénio (Figura 7). Pode-se citar

como exemplos a cianidina e a delfinidina.

Figura 7 - Estrutura quimica bésica de uma antocianidina.

Fonte: Peluso (2006)

c. flavanona

E o grupo minoritario dos flavondides. Sua presenca é destacada em frutas

citricas, onde apresentam-se fundamentalmente na forma aglicona, enquanto nos
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demais vegetais destacam-se as formas glicosiladas. Caracterizam-se pela ligagao
saturada entre carbonos 2 e 3, pela presenca de carbonila no carbono 4 e pela
auséncia de hidroxila ligada ao carbono 3 (Figura 8). Entre as flavanonas glicosiladas, a
hesperidina, a naringina (formas glicosadas de hesperetina, naringenina,

respectivamente) e a narirutina sdo as mais comuns.

Figura 8 - Estrutura quimica basica de uma flavanona.

Fonte: Peluso (2006)

d. flavanonol (diidroflavonol)

Estdo presentes em cascas de frutas e em vinhos brancos (MACHEIX;
FLEURIET; BILLOT, 1990). Caracterizam-se pela ligagado saturada entre carbonos 2 e
3, pela presenga de carbonila no carbono 4 e pela presenga de hidroxila ligada ao
carbono 3 (Figura 9). Alguns compostos desta classe sao dihidroquercetina ou

taxifolina, diidromiricetina e diidrocampferol.

Figura 9 - Estrutura quimica basica de um flavanonol (diidroflavonol).

Fonte: Peluso (2006)
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e. flavona

Classe pouco representativa em alimentos. Caracterizam-se pela ligagéo
insaturada entre carbonos 2 e 3, pela presenca de carbonila no carbono 4 e pela
auséncia de hidroxila ligada ao carbono 3 (ver figura 10). Suas formas agliconas mais

conhecidas sao apigenina e luteolina.

Figura 10 - Estrutura quimica basica de uma flavona.

Fonte: Peluso (2006)

f. isoflavona

Grupo minoritario de flavondides encontrados na familia das leguminosas.
Caracterizam-se pela ligacdo insaturada entre carbonos 2 e 3, pela presenga de
carbonila no carbono 4 e pela ligagdo do radical fenil (anel B) ao carbono 3 (Figura 11).
Daidzeina, genisteina e gliciteina sdo as principais formas agliconas encontradas em

soja.

Figura 11 - Estrutura quimica basica de uma isoflavona.

Fonte: Peluso (2006)
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g. flavonol

E uma das subclasses de substancias polifendlicas de maior interesse cientifico
por suas importantes propriedades bioloégicas, sendo que em alguns casos podem ser
encontradas na forma glicosilada. Caracterizam-se pela ligacdo insaturada entre
carbonos 2 e 3, pela presencga de carbonila no carbono 4 e pela presenga de hidroxila
ligada ao carbono 3 (Figura 12). Mais de 200 estruturas n&o glicosiladas ja foram
relatadas, e entre elas as mais comuns s&o: quercetina, campferol, miricetina e

isoraminetina.

Figura 12 - Estrutura quimica basica de um flavonol.

Fonte: Peluso (2006)

A tabela 1 apresenta as caracteristicas quimicas dos principais flavondides
encontrados no reino vegetal, como numero e posicdo de hidroxilas e tipo de

substituicdo na molécula.
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Tabela 1 — Caracteristicas quimicas de flavonéides

totalde posicdo das substituicdo posigao de

composto subclasse hidroxilas  hidroxilas na estrutura substituicao
epigalocatequina flavanol 6 3,5,7,3,4,5
galocatequina flavanol 6 3,5,7,3,4,5
catequina flavanol 5 3,57,3,4
epicatequina flavanol 5 3,57,3,4
delfinidina antocianidina 6 3,5,7,3,4,5%
cianidina antocianidina 5 3,57,3,4
eriodictiol flavanona 4 57, 3,4
hesperetina flavanona 3 57,3 O-metil 4
naringenina flavanona 3 57,4
eriocitrina flavanona 3 5,3, 4 O-rutinose 7
diidromiricetina flavanonol 6 3,57,3,4,5
diidroquercetina ou taxifolina flavanonol 5 3,57,3,4
fustina flavanonol 4 3,7,3, 4
diidrocampferol flavanonol 4 3,57, 4
luteolina flavona 4 57,34
orientina flavona 4 57,34 glicose 8
apigenina flavona 3 57,4
isorhoifolina flavona 2 5,4 O-rutinose 8
gardenina D flavona 2 5,3 O-metil 6,7,8,4
gardenina B flavona 1 5 O-metil 6,7,8,4
genisteina isoflavona 3 57,4
daidzeina isoflavona 2 7,4
miricetina flavonol 6 3,5,7,3,4,5
quercetina flavonol 5 3,5,7,3, 4
campferol flavonol 4 3,57, 4
patuletina flavonol 5 3,57,3,4 O-metil 6
rutina flavonol 4 517,34 O-rutinose 3
isoramnetina flavonol 4 3,57, 4 O-metil 3'

Baseado em Cook e Samman (1996)

2.1.5 O cha no mundo e no Brasil — histérico e caracterizagao

O cha é a segunda bebida mais consumida no mundo, superada apenas pela

agua (WEISBURGER, 1997). O conceito de cha no mundo refere-se ao produto de
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infusdes de plantas do género Camellia sp., sendo que as variagbes em suas
denominacgdes sao relativas ao tipo de processo que estas plantas sofrem. Cha preto,
oolong e cha verde sdo os principais tipos de produtos obtidos desta planta e
diferenciam-se pela relagdo que tém com um processo que recebe o nome de
fermentacdo. No entanto este nome nao reflete a realidade, pois tal processo nao
envolve atividade microbiolégica, mas apenas a inativagcdo enzimatica. O primeiro é
fermentado, o segundo semi-fermentado e o terceiro n&do é fermentado (apresenta
inativagao enzimatica total) (WITTIG DE PENNA; ZUNIGA; FUENZALIDA, 2005).

Ainda segundo Weisburger (1997), a histéria do cha como uma bebida data do
ano de 2700 a.C. na China. Da China, a tradigao foi levada para o Japao no século VI.
Apos isto, e por um longo periodo, o cha foi consumido apenas pela sociedade
privilegiada, tornando-se popular somente 700 anos depois. O consumo de cha se
difundiu na Asia e das col6nias asiaticas para suas metrépoles (por exemplo, da
Indonésia para a Holanda e da india para o Reino Unido), de onde em meados do
século XVII os ingleses divulgaram e popularizaram a bebida para o mundo.

A produgédo e o consumo de cha evoluiu muito. Em 1904 o conceito de cha
gelado foi criado em St Louis, EUA, e no final do mesmo século aproximadamente 75%
do consumo de cha pelos norte-americanos era gelado. No Jap&o o cha gelado também
se modernizou e popularizou, passando a ser vendido nas ruas em maquinas
automaticas.

Historicamente o consumo de cha no Brasil esta relacionado a praticas curativas,
tendo suas origens principais nas culturas indigenas, negras e européias (SILVA;
BUITRON; OLIVEIRA; MARTINS, 2001). No fim do século XX, o consumo da bebida no
pais cresceu e se modernizou, surgindo inclusive uma legislacdo especifica, porém
ainda convivendo com o comércio de espécies medicinais em feiras e o plantio em

quintais para o consumo familiar.
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No mundo as infusdes mais consumidas sao aquelas obtidas de derivados do
género Camellia’, sendo no Oriente o “oolong“ e o cha verde os chas preferidos. No
norte da Africa o cha verde é o mais apreciado e em muitas outras partes do mundo o
cha preto € o mais consumido. As formas de consumo variam entre os paises, sendo
em alguns casos consumido puro, em outros com acgucar, leite ou ainda limao.

No Brasil ha uma particularidade, pois a infusdo mais consumida € a de mate.
Entretanto, destacam-se outros chas de espécies de plantas consideradas terapéuticas
ou medicinais, como: camomila, erva-cidreira, erva-doce, horteld, boldo e carqueja
(BRASIL, 2006). A nomenclatura popular das espécies utilizadas no preparo de
infusdes é controvertida. Duas espécies diferentes (capim-limao e melissa, ver tabela 3)
recebem popularmente o nome de erva-cidreira, 0 mesmo acontece com erva-doce
(anis e funcho) e varias espécies recebem os nomes de horteld e menta.

O processamento ou beneficiamento de espécies para o preparo de chas pode
ser bastante diferente dependendo da espécie utilizada ou das caracteristicas
pretendidas. Uma etapa comum consiste na secagem que pode ocorrer por exposi¢cao
ao sol, estufa, radiagdo entre outros. Outros processos que podem ser também

utilizados sao fragmentagéo, moagem, fermentacgao e tostagem (LIMA, 2004).

2.1.6 Legislagcao de cha no Brasil

A Resolugcao da Comissdo Nacional de Normas e Padrdoes para Alimentos -
CNNPA n° 12 de 1978 aprovando as Normas Técnicas Especiais, do Estado de Séao
Paulo, revistas pela CNNPA, relativas a alimentos (e bebidas), para efeito em todo

territorio brasileiro, define:

“Cha é o produto constituido pelas folhas novas e brotos de varias espécies do

género "Thea" (Thea sinensis e outras).”

! Este género atualmente engloba o género Thea que deixou de existir, pois ndo havia diferencas significativas entre ambos. No
entanto a relagéo entre o antigo nome do género e a bebida é tio intensa que na literatura mundial encontra-se a utilizacéo do
termo Tea (cha) como sindnimo do produto obtido, exclusivamente, de infusdo de espécies do género Camellia, principalmente
da espécie Camellia sinensis L.



33

No entanto, a definigdo acima nao é adequada, visto que no Brasil muitas outras
infusGes (e decocgbes) recebiam a denominagdo de cha. Como consequéncia a
Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, em sua Portaria SVS/MS n°
519, de 26 de junho de 1998, aprovou o Regulamento Técnico para Fixacdao de
Identidade e Qualidade de "Chas - Plantas Destinadas a Preparagao de Infusbes ou

Decocgdes", da seguinte forma:

"Chas sao produtos constituidos de partes de vegetais, inteiras, fragmentadas ou
moidas, obtidos por processos tecnoldgicos adequados a cada espécie, utilizados
exclusivamente na preparagdo de bebidas alimenticias por infusdo® ou decocgdo® em

agua potavel, ndo podendo ter finalidades farmacoterapéuticas™.

O produto deixou de ser definido como originario somente de um género,
esbogou-se uma descricdo das formas de obtengado, preparo da bebida e surgiram
restricbes legais, permitindo a utilizagdo do cha somente para a finalidade alimentar.

Sete anos mais tarde a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por
meio de Resolugao de Diretoria Colegiada - RDC n°. 277, de 22 de setembro de 2005,
aprovou o "Regulamento Técnico para café, cevada, cha, erva-mate e produtos

soluveis", propondo a definicao abaixo:

“Cha é o produto constituido de uma ou mais partes de espécie(s) vegetal(is)
inteira(s), fragmentada(s) ou moida(s), com ou sem fermentagado, tostada(s) ou néo,

constantes de Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo de Chas.”

? Infusdo: método de preparagéo no qual a 4gua potavel, em temperatura acima de 90°C, & vertida sobre o cha que deve
permanecer em repouso por tempo determinado, conforme a(s) espécie(s) vegetal(ais). (BRASIL, 1998)

3 Decocgo: método de preparagdo no qual o cha é mergulhado em 4gua potavel mantida em temperatura acima de 90°C, por
tempo determinado, conforme a(s) espécie(s) vegetal(ais). (BRASIL, 1998)

* Finalidade farmacoterapéutica: finalidade de atuar como medicamento, prevenindo ou tratando doencas e/ou
sintomas pela presenga de substancias ativas em concentragdes suficientes para apresentagdo de efeitos
farmacologicos. (BRASIL, 1998)
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Nesta definicdo foram abordadas algumas tecnologias utilizadas na obtengao do
produto e restringiu-se as espécies vegetais das quais o produto poderia ser obtido, no
entanto ndo é abordada a utilizagdo do produto para preparagao de bebidas. Apesar de
nao constar na definicdo, a restricdo do uso somente para fins alimentares consta na

Resolucao.

No Brasil, popularmente, cha tanto pode ser entendido como produto do
processamento de espécies vegetais (constante na RDC 277/05), quanto pela bebida
obtida por infusdo ou por decocgéo do referido produto, de alguma planta ou de partes

dela.

O "Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo de Chas" que
relata 47 Espécies Vegetais para o Preparo de Chas (EVPC) foi aprovado pela
Resolugao de Diretoria Colegiada - RDC n°. 267, de 22 de setembro de 2005,
considerando a necessidade de se definir as Espécies Vegetais para o Preparo de
Chas. Na resolugdo € reforcada a exclusdao das espécies vegetais com finalidade
medicamentosa e/ou terapéutica.

E interessante observar que Lorenzi e Matos (2002) classificaram 23, das 47
espécies citadas no Regulamento citado acima, como "plantas medicinais" pelo fato de

serem utilizadas na medicina popular, também denominada caseira ou tradicional.

2.1.7 Compostos fendlicos e atividade antioxidante em cha

Os chas sao fontes de compostos fendlicos bioativos que conferem atividade
antioxidante e outras importantes propriedades bioldgicas. Diversos estudos ja
demonstraram atividades bioldgicas relacionadas a composigédo fendlica de espécies
vegetais que sao utilizadas para o preparo de infusdes de chas (ATOUI; MANSOURI;
BOSKOU; KEFALAS, 2005; GRAMZA; KORCZAK, 2005).
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Os trabalhos sobre chas comecaram no Japado e na China com o cha verde,
depois na Europa e nos EUA com o cha preto. A composi¢cao quimica e os efeitos sobre
o cancer e doencgas cardiovasculares dos polifendis de chas tém sido bem estudados,
segundo Weisburger (1997).

A importancia dos chas e seus efeitos sobre a saude € amplamente discutida na
revisdo de Zhu; Huang e Tu (2006). Em duas décadas, foram publicados na China
aproximadamente 700 trabalhos de chas em quase 300 revistas.

Nas principais espécies utilizadas para o preparo de chas s&o encontrados
compostos fendlicos de diversas classes, mas destacam-se os acidos hidroxicinamicos
(ferulico, cumarico e cafeico) e os flavonoides. A tabela 2 apresenta alguns flavondides

encontrados em espécies vegetais amplamente utilizadas no preparo de chas.

Tabela 2 - Flavondides e suas subclasses encontrados em alguns dos principais chas brasileiros.

cha cha capim-

composto subclasse verde preto mate camomila funcho menta horteld liméo
Catequina flavanol X X X
Epicatequina flavanol X X
Epigalocatequina flavanol X X X
Galocatequina flavanol X
Eriodictiol flavanona X X X
Naringenina flavanona X X
Eriocitrina flavanona
Apigenina flavona X X X X
Luteolina flavona X X X X
Isorhoifolina flavona X
Orientina flavona X
GardeninaB e D flavona X
Campferol flavonol X X X
Isoramnetina flavonol X
Miricetina flavonol X X
Quercetina flavonol X X X X
Rutina flavonol
Patuletina flavonol X
Genisteina isoflavona X

Cha verde e cha preto (DEL RIO; STEWART; MULLEN; BURNS; LEAN; BRIGHENTI; CROZIER, 2004), mate
(CHANDRA; MEJIA, 2004), camomila (ATOUI; MANSOURI; BOSKOU; KEFALAS, 2005), funcho (BILIA; FUMAROLA;
GALLORI; MAZZI; VINCIERI, 2000 e PAREJO; JAUREGUI; SANCHEZ-RABANEDA; VILADOMAT; BASTIDA, CONDINA,
2004), menta e horteld (KOSAR; DORMAN; BASER; HILTUNEN, 2004) e capim-limdo (CHEEL; THEODULOZ;
RODRIGUEZ; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2005). Atoui; Mansouri; Boskou e Kefalas, 2005 encontraram
miricetina em cha verde, e apigenina, gardeninas e genisteina em hortela. Para as infusbes de anis e de
melissa nao foram encontrados estudos sobre perfil de fendlicos.
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Pela tabela 2 pode-se perceber que nas principais infusdes sao encontrados
representantes das principais subclasses de flavonoides: flavanol, flavanona, flavona,
flavonol e isoflavona.

Del Rio, Stewart, Mullen, Burns, Lean, Brighenti e Crozier (2004) analisaram o
perfil fendlico dos chas verde e preto e encontraram a seguinte distribuicdo entre as
classes: cha verde (flavanol, 77,1%, flavonol, 13,2%, acido hidroxicinamico, 7,6% e
acido hidrobenzoico, 2,2%), cha preto (tearrubigina, 54,8%, teaflavina, 7,3%, acido
hidroxibenzdico, 8,9%, flavonol, 8,6%, acido hidroxicindmico, 7,0% e flavanol, 3,3%).
Esta diferenca no perfil entre os dois chas, originarios da mesma espécie, € explicado
pelo fato de que no caso do cha verde ha inativagao da polifenoloxidase, o que permite
a manutencédo dos flavondides em suas estruturas basicas. Enquanto que no cha preto,
o processo de “fermentagdao” modifica compostos da classe flavanol produzindo dois
novos tipos de estruturas: a tearrubigina e a teaflavina.

A atividade antioxidante das infusbes pode ser afetada por varios fatores. Por
estar relacionada ao teor e composi¢cao de fendlicos, a parte da planta utilizada, o
estagio de amadurecimento, a colheita, a atividade da polifenoloxidase, o
beneficiamento, a temperatura, o solvente e outros fatores sao determinantes para o
nivel de atividade. Em teoria, quanto mais madura for a planta maiores serao os teores
de compostos fendlicos e sua atividade antioxidante (MOURE; CRUZ; FRANCO;
DOMINGUEZ; SINEIRO; DOMINGUEZ; NUNEZ; PARAJO, 2001).

Na Europa e no Japao foram conduzidos varios estudos para avaliacdo da
atividade antioxidante em infusdes de ervas, assim como para a quantificacdo dos
compostos fendlicos bioativos. Destacam-se os estudos recentes sobre a avaliagao da
atividade antioxidante de infusdes de cha verde, cha preto, hortela, camomila, melissa,
mate, funcho e capim-limdo (ATOUI; MANSOURI; BOSKOU; KEFALAS, 2005;
IVANOVA; GEROVA; CHERVENKOV; YANKOVA, 2005; KATALINIC; MILOS; KULISIC;
JUKIC, 2006; AOSHIMA; HIRATA; AYABE, 2007). Estes trabalhos demonstram a
grande importéncia de se analisar a atividade antioxidante e a composi¢ao fendlica na

forma como esta bebida é consumida, diferentemente dos estudos realizados no
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passado, onde os compostos quimicos eram extraidos até a exaustdo com o uso de

solventes orgéanicos.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Material vegetal e preparo das infusées

As infusdes foram obtidas de ervas processadas e frescas, adquiridas no periodo
de margo a abril de 2006. As ervas processadas foram obtidas no comércio local e as
ervas in natura no Horto de Plantas Medicinais da ESALQ/USP. As ervas processadas
utiizadas foram: cha preto (Kitano), cha verde (Kitano), mate (Ledo), camomila
(Santosflora, secagem ao sol, 07/2005), anis (Santosflora, secagem ao sol, 07/2005),
funcho (Quimer, secagem ao sol, 01/2004), capim-limdo (Farmacia Acorsi), melissa
(Quimer, secagem em estufa, 12/2005), horteld (Santosflora, secagem a sombra,
07/2004) e menta (Santosflora, secador com aquecimento, 10/2005), enquanto que as
ervas frescas usadas foram: funcho, capim-limao, melissa, horteld e menta, conforme
descritas na tabela 3. Para as ervas frescas foram utilizadas somente as partes
recomendadas pela ANVISA para o preparo de chas, ndo havendo nenhum
beneficiamento.

O preparo das infusbes foi feito pela adicdo de 200 mL de agua destilada
(equivalente a 1 xicara de cha) a aproximadamente 100°C, sobre 3 gramas de cha ou
erva fresca em temperatura ambiente, por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
filtradas em algodao e armazenadas por uma semana, em frascos de vidro com tampa

selante, sob refrigeracao a 5 °C.
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Tabela 3 - Caracterizagao das espécies vegetais utilizadas no preparo das infusodes.

Nome comum Nome cientifico Familia Parte utilizada
funcho Foeniculum vulgare Mill. Apiaceae frutos

anis Pimpinella anisum L. Apiaceae frutos

mate llex paraguariensis A. St.-Hil. Aquifoliaceae folhas e talos
camomila Matricaria recutita L. Asteraceae capitulos florais
melissa Melissa officinalis L. Lamiaceae folhas e ramos
menta Mentha arvensis L. Lamiaceae folhas e ramos
hortela Mentha x piperita L. Lamiaceae folhas e ramos
capim-limao Cymbopogon citratus (DC) Stapf. Poaceae folhas

cha verde Camellia sinensis (L.) O. Kuntze = Theaceae folhas e talos
cha preto Camellia sinensis (L.) O. Kuntze = Theaceae folhas e talos

2.2.2 Determinagao de teor de compostos fendlicos totais

A analise do teor de compostos fendlicos totais de cada infusdo foi feita
espectrofotometricamente de acordo com o método colorimético de Folin-Ciocalteu,
utilizando acido galico como padrao (SINGLETON; ROSSI, 1965). Uma aliquota de 0,5
mL das infusdes diluidas em agua destilada na proporgéao 1:10 (v/v) foi transferida para
um tubo de ensaio, no qual foram adicionados 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu,
diluido em agua destilada 1:10 (v/v). A mistura foi agitada e permaneceu em repouso
por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 2 mL de carbonato de sodio 4% (p/v) e
os tubos deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorbéancia foi medida
a 740 nm em espectrofotdmetro (UV Mini 1240, Shimadzu Co.) Os resultados de teor
dos compostos fendlicos totais foram expressos como equivalentes de acido galico (mg
EAG/g).
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2.2.3 Caracterizagao do perfil fendlico

2.2.3.1 Hidrélise dos compostos fendlicos glicosidicos

Antes da analise do perfil quimico por cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi
realizada a hidrélise dos flavondides glicosidicos, forma predominantemente encontrada
nestas espécies (ATOUI; MANSOURI; BOSKOU; KEFALAS, 2005), para as formas
agliconas, conforme o meétodo descrito por Toyoda, Tanaka, Hoshino, Akiyama,
Tanimura, Saito (1997). Primeiramente, uma aliquota de 20 mL da infusdo foi
concentrada em rotaevaporador e, acrescentado 1 mL de agua destilada e 1 mL de
metanol para analise. Em seguida foi adicionado 1 mL da solugao resultante em tubo de
ensaio com tampa e acrescentado 0,25 mL de acido cloridrico 6 M. Os tubos foram
aquecidos a 90°C por 30 minutos, e em seguida resfriados em banho de gelo. A
solugcao com os flavondides hidrolisados teve seu volume completado para 10 mL com
agua destilada, e duas extracdes foram realizadas com 40 e 30 mL de acetato de etila,
respectivamente. Os dois extratos foram reunidos, desidratados com Na,SO,4 anidro e
concentrados em rotaevaporador. O residuo resultante foi dissolvido em 600 yL de

metanol, e injetado em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia

2.2.3.2 Analise de flavonéides por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa das
infusdes foram feitas de acordo com o método descrito por Koo, Rosalen, Cury,
Ambrosano, Murata, Yatsuda, |kegaki, Alencar, Park (2000). Vinte microlitros de cada
extrato foram injetados em cromatégrafo liquido acoplado a detector de arranjo de
fotodiodos a 260 nm e coluna de fase reversa Shimadzu ODS (250 x 4,6 mm), com
tamanho de particula de 5 um. A fase moével utilizada foi agua (solvente A) e metanol

(solvente B), com vazao constante de 1 mL/min. O gradiente iniciou com 30% do
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solvente B, aumentando para 50% de B em 30 minutos, 60% de B em 45 minutos, 75%
de B em 85 minutos, 90% de B em 95 minutos e 30% de B em 105 minutos. A coluna
foi mantida a temperatura constante de 35°C e os cromatogramas foram processados
utilizando software especifico Class-Vp. Os compostos foram identificados pelo
espectro de absor¢cdo na regido ultravioleta, utilizando os recursos do detector de
arranjo de fotodiodos, comparagdao do tempo de retencdo e co-cromatografia de
padrées (Extrasynthese Co.) A quantificagdo dos compostos identificados foi feita

utilizando-se o método da padronizacao externa.

2.2.4 Avaliacao da atividade antioxidante

2.2.4.1 Determinagao de atividade antioxidante pelo sistema modelo B-caroteno/
acido linoleico (BCAL)

A atividade antioxidante pelo sistema modelo [(-caroteno/acido linoleico das
infusdes aquosas foi determinada conforme o método descrito por Taga, Miller e Pratt
(1984), com algumas modificagbes. O B-caroteno (10mg) foi dissolvido em 100 mL de
cloroférmio, de onde foi retirada uma aliquota de 3 mL e adicionada de 40 mg de acido
linoleico e 400 mg de Tween 40. Em seguida, o cloroférmio foi evaporado com a
utilizacdo de corrente de nitrogénio e o residuo obtido redissolvido em 100 mL de agua
aerada por 30 minutos. Aliquotas de 3 mL da emulsao B-caroteno/acido linoleico foram
misturadas a 50 pL de cada infusdo e incubadas em banho de agua a 50°C. A oxidagao
da emulsao foi determinada em espectrofotémetro (UV-Mini, Shimadzu Co.) por medida
da absorbancia a 470 nm, apds 120 minutos de incubagao. A amostra controle continha
50 uL de solvente no lugar do extrato. As substancias de referéncia (BHT e a-tocoferol)
foram utilizadas na concentragé&o de 90 pg/mL.

A atividade antioxidante foi expressa como a porcentagem de inibicdo em relagao
ao controle, de acordo com a equacéao proposta por Kulisic, Radonic, Katalinic e Milos
(2004): % inibicdo = [(Aa¢20) — Ac(120) / (Acio) — Acpiz0)] X 100, onde: Ac) era a
absorbéncia do controle negativo no momento do preparo da solugéo e Ac(120) Aa(120)
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foram as absorbancias do controle e da amostra, respectivamente, apds 120 minutos de

incubacao.

2.2.4.2 Determinagdo de atividade antioxidante pelo método do seqiiestro do
radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo com
a metodologia descrita por Brand-Willams, Cuvelier e Berset (1995). A mistura de
reacao foi constituida pela adicdo de 0,5 mL das infusdes, 3 mL de etanol e 0,3 mL da
solucdo do radical DPPH 0,5 mM em etanol para analise. Apos 45 minutos de
incubagao a absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro a 517 nm. Para cada
amostra de infusdo foi realizado um teste em branco, com adicdo de etanol em
substituicdo a solugdao de DPPH 0,5 mM. As substancias de referéncia (BHT e o-
tocoferol) foram avaliadas na concentracao final de 90 pg/mL. A atividade antioxidante
foi determinada em termos porcentagem de inibicdo segundo a férmula descrita por
Kulisic, Radonic, Katalinic e Milos (2004): % inibigdo = [(Ac()-Aan)/Ac] X 100, onde:
Aat) = absorbéancia da amostra apos 45 minutos de repouso e Ac,) = absorbancia do
controle negativo no momento do preparo da solugéo.

Para os 5 chas processados que apresentaram as maiores porcentagens de
inibicao, foi também determinado o ICsp, Ou seja, a concentracdo necessaria para se
inibir 50% da oxidagdo, conforme proposto por Cheel, Theoduloz, Rodriguez e
Schmeda-Hirschmann (2005). Uma curva entre a porcentagem de inibicdo e a
concentracdo para cada infusdo foi construida. A concentragao de amostra, equivalente
a 50% da absorbancia do DPPH, foi calculada graficamente de acordo com o método

descrito por Kulisic; Dragovic-Uzelac; Milos (2006).
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Coleta das ervas e preparo das infusdes

Foram adquiridas 15 amostras de ervas, sendo 10 processadas e 5 frescas. As
figuras 13 e 14 ilustram o aspecto das ervas utilizadas no preparo das infusdes, logo

apods a aquisicao.

A

Figura 13 - Aspecto das ervas processadas utilizadas para o preparo das infusdes.
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Figura 14 - Aspecto das ervas frescas utilizadas para o preparo das infusdes.

A figura 15 ilustra o aspecto das infusbes logo apos o preparo. Como pode ser
notado, as infusdes das diferentes ervas mostraram uma coloragdo que variou do
incolor ao castanho escuro. A intensidade da coloracido parece estar relacionada com o
processamento térmico que as ervas sofreram, pois para as mesmas espécies, as

infusdes obtidas de ervas frescas foram sempre mais claras.
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Figura 15 - Aparéncia das infusbes de ervas processadas e frescas.

2.3.2 Determinagao do teor de fendlicos totais

A combinacdo do tempo (10 min) e temperatura inicial da infusdo (100°C)
utilizada neste estudo tem sido descrita por varios autores como sendo eficiente para a
extracdo de compostos fendlicos em ervas (LIMA; MELO; LIMA, 2004; KATALINIC;
MILOS; KULISIC; JUKIC, 2006; SU; DUAN; JIANG; SHI; KAKUDA, 2006).
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Pode-se verificar que houve grande variagdo no teor de compostos fendlicos nas
infusdes de ervas, conforme demonstrado na tabela 4. Os valores variaram de zero a
46,46 mg/g de erva, quando analisados pelo método de Folin-Ciocalteu. Entre as
infusbes de ervas processadas, as que apresentaram os maiores teores de compostos
fendlicos foram melissa, mate, cha verde, cha preto e hortela, todas apresentando mais
de 30 mg/g de erva. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Lima, Melo e
Lima (2004); Atoui, Mansouri, Boskou e Kefalas, (2005) e Katalinic, Milos, Kulisic e
Jukic (2006), que também encontraram uma proporg¢ao similar em termos de compostos
fendlicos totais para as mesmas infusdes (cha verde > cha preto > hortelda > camomila >
funcho).

Entre as infusdes de ervas processadas, somente as de funcho e anis
apresentaram valores inferiores a 10 mg/g (tabela 4). Estas espécies, dentre as
analisadas, sao as unicas que pertencem a familia Apiaceae (tabela 3), e cujas infusdes
sao obtidas dos frutos. De uma maneira geral, os teores mais baixos foram encontrados
nas infusdes obtidas de ervas frescas, e somente melissa superou os 10 mg/g. Uma
explicacdo para estes resultados pode ser a alta concentracdo de umidade presente
nas ervas frescas, pois as ervas processadas sofreram o processo de secagem e,
consequentemente, concentracdo dos compostos presentes.

Entretanto, € necessario considerar que varios fatores podem afetar o teor de
compostos fendlicos encontrados nas infusbes, tais como: forma de preparo
(beneficiamento pés-colheita da planta, concentragao, tempo e temperatura de infuséo),
erva (espécie, parte utilizada, estadio de maturagao), caracteristica do cultivo (solo,
clima, estresse) e mesmo a forma de determinagdo experimental (MOURE; CRUZ;
FRANCO; DOMINGUEZ; SINEIRO; DOMINGUEZ; NUNEZ; PARAJO, 2001).



46

Tabela 4 - Teor de compostos fenélicos totais das infusdes (mg GAE/g).

infusio fendlicos t*cztais infusio fe_n()licos .
(mg/g) totais (mg/g)
erva processada erva fresca
melissa 46,46+0,44 ° melissa * 17,97+0,11 "
mate 42,45+0,28 °
cha verde 40,02+0,15 °
cha preto 38,22+0,18 ¢
hortela 33,85+0,06 ° horteld * 7,37+0,16 '
menta 23,96+0,25 ' menta * 9,61+0,34
capim-limao 20,57+0,51 ¢ capim-limao * n.d.
camomila 18,07+0,76 "
funcho 7,00+0,16 funcho * 3,42+0,07
anis 5,20+0,35

Letras diferentes na mesma coluna (a-l) indicam que os valores séao
estatisticamente diferentes (p < 0.05); n.d. = ndo detectado; * Infusao foi
obtida da erva fresca; ** Valores representam a média de triplicata +
desvio padrao.

2.3.3 Analise de flavondides por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os resultados das analises dos flavondides identificados por CLAE estédo
apresentados na tabela 5. Os compostos fendlicos analisados foram os flavondis
quercetina, campferol e miricetina, pois segundo Hertog, Hollman e Venema (1992)
estes sdo os flavondides de maior ocorréncia em folhas, frutos e outras partes aéreas
de vegetais, além de possuirem forte atividade antioxidante (SALAH; MILLER;
PAGANGA; TIJBURG; BOLWELL; RICE-EVANS,1995).

A identificacdo e quantificacdo dos flavonodides foi feita apenas para as cinco
infusbes de chas processados que apresentaram as maiores atividades antioxidantes
pelo método DPPH. Apesar do cha de anis ter apresentado alta atividade antioxidante
(tabela 6), ndo foi identificada a presenca de nenhum dos flavondides analisados. Os
compostos quercetina e miricetina foram encontrados em todas as outras ervas
analisadas, sendo a quercetina o flavondide de maior teor nestas infusdes, com
excegao da infusdo de funcho (tabela 5). Hertog, Hollman e van de Putte (1993)

também quantificaram os mesmos flavondides em cha preto e verde encontraram a
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seguinte ordem de concentracdo: quercetina > campferol > miricetina, ordem

semelhante a verificada neste estudo.

Tabela 5 - Teor de flavonoides em infusdes de ervas processadas (mg/g).

miricetina quercetina campferol
camomila 2,01+0,18 ° 2,36+0,09 ° 1,01+0,01 °
chapreto 205+0,08 ° 6,03+0,46 ° 3,30+0,39 °
chaverde 2434044 ° 4,92+057 ° 2,29+0,19 °
funcho 2,30+0,21 % 1,77+0,08 °

Valores representam a média de triplicata + desvio padrao.
Letras diferentes na mesma coluna indicam que os valores
sao estatisticamente diferentes (p < 0.05).

2.3.4 Atividade antioxidante

O uso de modelos simplificados para a avaliagdo da atividade antioxidante é
muito importante em estudos de determinagdo desta propriedade bioldégica em
alimentos, e alguns autores tém sugerido a utilizacdo de mais de um método in vitro
(KOLEVA; VAN BEEK; LINSSEN; DE GROOT; EVSTATIEVA, 2002; KULISIC;
RADONIC; KATALINIC; MILOS, 2004). Dos varios modelos de atividade antioxidante,
tanto em termos de atividade sequestrante de radicais quanto de inibicdo da oxidacao
em sistemas lipidicos, dois sao freqientemente utilizados por serem rapidos, sensiveis,
e nao exigirem equipamentos ou reagentes de dificil acesso: o método do sequestro do
radical DPPH e o método do sistema modelo 3-caroteno/acido linoleico (KOLEVA; VAN
BEEK; LINSSEN; DE GROOT; EVSTATIEVA, 2002).

Além das vantagens citadas acima, e pelo fato da determinacdo da atividade
antioxidante poder ser influenciada pela afinidade dos antioxidantes, o método do
DPPH' tem se mostrado vantajoso, pois o resultado ndo € afetado pela polaridade do
substrato. Entretanto, o método do sistema B-caroteno/acido linoleico apresenta a
vantagem de considerar a efetiva oxidagao lipidica no sistema (KOLEVA; VAN BEEK;
LINSSEN; DE GROOT; EVSTATIEVA, 2002; BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004).
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Assim como na quantificacdo de fendlicos totais, diferencas entre os resultados
da atividade antioxidante podem acontecer por diversas causas como concentragao da
amostra e método de determinagao (sequestro de radicais ou oxidagéo lipidica, tempo
de reagado e solvente utilizado) (MOURE; CRUZ; FRANCO; DOMINGUEZ; SINEIRO;
DOMINGUEZ; NUNEZ; PARAJO, 2001). Diferentes formas de obtengdo dos resultados
(desconto ou nado da cor da amostra) e apresentagao dos resultados (variagao na
concentragdo do reagente entre o inicio e o final da reagdo, % de inibigédo, 1Csy) sédo
frequentemente encontrados na literatura para o método DPPH, demonstrando assim
dificuldades na comparagao dos resultados (SAKANAKA; TACHIBANA; OKADA, 2005;
ATOUI; MANSOURI; BOSKOU; KEFALAS, 2005, KULISIC; RADONIC; KATALINIC;
MILOS, 2004, CHEEL; THEODULOZ; RODRIGUEZ; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2005).
Outros fatores também podem acarretar variagées, como qualidade dos reagentes e

condigdes ambientais (presenga ou auséncia de luz) durante a realizagao da analise.

2.3.4.1 Sistema modelo B-caroteno/acido linoleico (BCAL)

O sistema modelo BCAL ¢é usualmente utilizado para se avaliar a atividade
antioxidante de compostos em emulsdes, acompanhando a oxidagdo acoplada do [3-
caroteno com a do acido linoleico. Na tabela 6 estdo apresentados os resultados da
atividade antioxidante das infusbes de ervas, BHT e a-tocoferol determinada pelo
sistema modelo BCAL. Estatisticamente o BHT apresentou a maior atividade
antioxidante (81,8%), seguido pelas infusbes de cha preto, mate, capim-limao,
camomila, funcho, todas com atividades semelhantes e ainda superiores as de anis e
melissa. As infusbes de ervas frescas apresentaram as menores atividades; a infusao
de capim-limao apresentou uma porcentagem de inibicdo de apenas 3,0%. A atividade
antioxidante do cha preto foi estatisticamente diferente da encontrada para o cha verde,
porém nao diferiu do cha de camomila, muito consumido no Brasil. Von Gadow, Joubert
e Hansmann (1997) também analisaram a atividade antioxidante dos chas verde e
preto, porém neste caso nao encontraram diferengas na atividade antioxidante por esse

meétodo, o que pode ter sido devido a diferenca de variedades e clima onde foram
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produzidas (MOURE; CRUZ; FRANCO; DOMINGUEZ; SINEIRO; DOMINGUEZ;
NUNEZ; PARAJO, 2001).

Tabela 6 - Atividade antioxidante pelo sistema modelo BCAL e pelo método DPPH

infusao / % de inibicao BCAL** % de inibicio DPPH** ICs
padriao** (ng/mL)
camomila 71,57+0,91 > 82,49+2,25 1.034,00
anis 46,35+0,72 ° 81,51+1,71 3.343,99
cha verde 61,66+5,26 ¢ 78,84+0,11 147,63
cha preto 80,57+2,82 * 78,25+0,60 288,60
funcho 70,13+3,47 > 77,73+1,17 2.282,05
melissa 44,79+2,38 ° 74,94+0,98
capim-limao 71,66+3,71 > 71,23+0,74 '
hortel 68,61+3,67 70,83+1,52 '
mate 77,46+2,50 **° 68,62+0,79
menta 67,76+9,24 * 62,83+2,90
menta * 42,82+2,49 © 88,61+0,41 °
funcho * 29,36+4,57 ' 87,83+0,56 ™
melissa * 4,07+1,61 ° 62,17+1,68 "
hortela * 24,34+4,96 ' 41,21+0,90 '
capim-limao * 3,03+4,639 ° 21,5546,55 '
a-tocoferol 72,50+4,37 > 96,03+0,41 °
BHT 81,77+1,18 ° 20,70+2,25 '

Letras diferentes na mesma coluna (a-j) indicam que os valores séo estatisticamente
diferentes (p<0.05); n.d. = ndo detectado; correlagao entre fendlicos totais e ICsg, r = -
0,93; correlagao entre fendlicos totais e % de inibigdo pelo sistema modelo BCAL, r =
0,55; Correlagao entre fendlicos totais € % de inibicao pelo método DPPH, r = 0,25;
Correlagao entre % de inibicdo pelo método DPPH e ICs0e r = 0,30. * Infusdo foi
obtida da erva fresca; ** Valores representam a média de triplicata + desvio padréo.
Legenda: BCAL: sistema modelo B-caroteno/acido linoleico; DPPH: 2,2’-difenil-1-
picrilhidrazil; ICso: concentragao inibitoria, ou seja, concentragdo que proporciona 50%
da atividade sequestrante pelo método DPPH, BHT: hidroxitolueno butilado.

2.3.4.2 Método do seqtiestro do radical DPPH

A habilidade das infusbes de ervas processadas e frescas em sequestrar o
radical livre DPPH esta apresentada na tabela 6. Ao contrario dos resultados
encontrados para o método anterior, no método do DPPH' as infusbes das ervas
frescas, menta (88,6%) e funcho (87,8%), foram as que apresentaram as maiores

atividades, seguidas pelo cha verde, cha preto, capim-limao, horteléd e menta (tabela 6).



50

Para as 5 infusbes de chas processados que apresentaram as maiores
atividades sequiestrantes para o radical DPPH, foi também determinado o ICsp, que é a
concentragdo que inibe 50% da oxidac&o, ou seja, quanto menor for o valor do ICs
maior sera a atividade antioxidante. De acordo com os valores de ICsy, as menores
concentragbes foram obtidas para os chas verde e preto (147,63 e 288,60 ug/mL,
respectivamente), enquanto que os chas de funcho e anis apresentaram as maiores
concentragbes (2.282,05 e 3.343,99, respectivamente), resultados que também
corroboram os encontrados por Atoui, Mansouri, Boskou e Kefalas (2005). Apesar do
cha verde apresentar valor de ICsy 22 vezes menor que o de anis, estas infusdes nao
diferiram estatisticamente quando os resultados foram expressos em termos de
porcentagem de inibi¢cao (tabela 6). Da mesma forma, Kulisic, Dragovic-Uzelac e Milos
(2006) também n&o observaram relac&o entre os valores de ICsy e a porcentagem de
inibicdo pelo método DPPH', pois foi encontrada eficiéncia de quase seis vezes em
termos de ICsy para a infusdo de orégano sobre a de falso-tomilho, entretanto nenhuma
diferenca foi observada quando os resultados foram expressos em termos de
porcentagem de inibigdo. Infusbes apresentam perfis fendlicos bastante diversos e
complexos, apresentando compostos de lento, moderado e rapido comportamento
cinético, e de diferentes habilidades em doar elétrons, outro fator estd na prépria
diluicdo dos compostos (KULISIC; DRAGOVIC-UZELAC; MILOS, 2006). A diferenga
nos perfis fendlicos faz com que diferentes concentracbes de chas tenham diferentes
habilidades em sequestrar radicais.

De acordo com a tabela 6, pode-se observar baixa correlagdo entre os
compostos fendlicos totais e porcentagem de inibigdo pelo método DPPH (r = 0,25),
enquanto que quando a correlagéo é feita entre fendlicos totais e 1Cso, uma alta relagao
entre as variaveis é encontrada (r = -0,93). Resultados semelhantes foram encontrados
por Katsube, Tabata, Ohta, Yamasaki, Anuurad, Shiwaku e Yamane (2004),
demonstrando assim que em infusdes de cha, a relacdo existente € entre compostos

fendlicos e atividade antioxidante, dada em termos de concentragéo (ICsp).
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Os resultados deste estudo sugerem que havendo padronizagdao na forma de
preparo, obtencdo e apresentagcado dos resultados, poderia-se classificar as infusées

quanto ao seu potencial antioxidante.
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3 CONCLUSAO

Pode-se concluir que as infusdes de ervas analisadas possuem elevada
atividade antioxidante em termos de inibicdo da oxidagao e sequestro de radicais livres,
indicando assim possiveis beneficios a saude quando presentes na dieta. As analises
dos perfis fendlicos destas infusbes demonstraram que muitas possuem elevados
teores de compostos fendlicos e presenca de flavondis de alta atividade antioxidante.
Além dos ja reconhecidos internacionalmente, cha verde e cha preto, as infusbes de
camomila e funcho processadas, bastante consumidas no Brasil, apresentaram elevada

inibicao da oxidagao pelos dois métodos estudados.
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